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嗜 热 四 膜 虫 金属 硫 和 蛋白 基因 MM72 和 MTT4 的 
表达 规律 比较 与 进化 模式 分 析 
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摘要 : 多 个 金 忆 异 构 型 已 在 四 膜 虫 中 被 鉴定 ， 这 些 异 构 型 可 分 为 7a 和 Tb 两 个 亚 家 族 。 该 文 利用 
实时 荧光 定量 PCR 技术 检测 了 少 热 四 膜 虫 金属 硫 蛋 基因 MTT2 All MTT4 在 Hg. Cu. Cd. Zn. H,O, 暴露 下 的 
表达 水 平 ， 结 果 显 示 两 者 表达 规律 相似 , 1979: Cu 暴露 下 上 调 最 高 (>200 fi, Hg 次 之 , Cd. Zn 上 调 倍数 不 大 , HO, 
有 下 调 趋势 。 此 表达 规律 明显 有 别 于 7a 亚 家 族 , 具有 7b 亚 家 族 的 表达 特征 。 同 种 诱导 物 暴 露 下 MTT4 的 上 调 表 
达 幅 度 比 MTT2 高 出 数 倍 ,结合 生物 信息 学 分 析 结果 , 推测 可 能 与 MTT2 和 MTT4 上 游 调控 元 件 (如 AP-1、MRE 
等 ) 的 数量 差异 有 关 。 基 于 MTT2 和 MTT4 在 结构 和 功能 上 的 高 度 相 似 性 ,推测 两 者 可 能 是 经 近期 基因 复制 事件 产 
生 , 并 遵循 基因 剂量 模型 进化 而 来 。 
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Function comparison and evolution analysis of metallothionein 
gene MTT2 and MTT4 in Tetrahymena thermophila 
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Abstract: Tetrahymena has a high genetic polymorphism of metallothionein proteins. These protein isoforms can be 
divided into subfamilies 7a and 7b. We used real-time quantitative PCR to test the expression levels of Tetrahymena 
thermophila metallothionein genes MTT2 and MTT4 after exposure to different inducers, including Hg, Cu, Cd, Zn and 
H202. Both genes were most efficiently induced by Cu and secondly by Hg. Their expression was slightly up-regulated 
after exposure to Cd and Zn, but down-regulated by H5O». The expression pattern differed from those reported in the 7a 
subfamily, but was consistent with 7b subfamily members. However, the induced expression level of MTT4 was much 
higher than that of MTT2, which might be due to differences in their upstream regulatory elements (AP-1, MRE). The 
high similarities in gene structures and functions indicate that MTT2 and MTT4 were generated by recent gene duplication 
following the dosage balance model. 


Key words: Tetrahymena thermophila; Metallothionein gene; Real-time quantitative PCR; Expression analysis; 
Gene duplication 





4 i ii £& A (metallothionein, MTs)zé —25J iz 肾脏 皮质 中 被 分 离 得 到 ,随后 类 似 的 生物 分 子 在 众 
分 布 于 生物 体内 的 超 家 族 和 蛋白, 能 够 依靠 筑 基 与 多 的 真 核 生 物 物种 及 不 同 组 织 和 细胞 类 型 中 得 到 
属 离子 结合 形成 具有 光谱 学 特征 的 金属 - 琉 基 复 鉴定 。 其 典型 特征 包括 : 相对 分 子 质量 低 (<7 x 
(metal-thiolate clusters). MTs F 1957 年 首次 从 马 的 105—10x 10)， 具 有 较 高 的 重金 属 离子 结合 率 ( 以 
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5 期 畅 ， 悦 等 ， 嗜 热 四 膜 虫 金属 硫 蛋 














Zn. Cu 和 Cd 为 主 ), 含有 18—23 个 高 度 保守 的 半 
胱 氨 酸 (Cysteine，Cys) 位 点 ， 缺 少 芳 香 族 氨基 酸 和 
组 氨 酸 等 (Coyle et al, 2002). 

MTs 不 仅 在 动物 界 中 广泛 分 布 , 在 其 他 的 真 核 
生物 (真菌 、 高 等 植物 和 原生 动物 ) 及 原核 微生物 中 
也 均 有 发 现 (Binz & Kagi, 1999)。 由 于 MTs 高 度 保 
守 的 特征 和 分 布 的 广泛 性 ， 人 们 推测 此 类 和 蛋白 在 生 
物体 内 的 重要 代谢 通路 中 扮演 着 不 可 缺少 的 角色 。 
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今 不 同 四 膜 虫 物种 中 分 布 的 金属 硫 重 白 基因 很 可 
能 是 由 一 个 祖先 功能 单元 发 生 多 重复 制 和 分 化 事 
牛 形 成 的 ， 期 间 也 可 能 伴随 着 片段 的 丢失 , 但 具体 
进化 路 线 依 然 不 明 。 

目前 , 围绕 四 膜 虫 金属 人 硫 蛋白 结构 、 功 能 和 进 
化 的 研究 工作 主要 集中 在 7a NE ZO (Diaz et al, 2007; 
Dondero et al, 2004; Santovito et al, 2007)， 而 对 7b 
亚 家 族 成 员 的 研究 则 相对 较 少 。 本 文 在 对 7b 亚 家 
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近 几 十 年 来 , 围绕 其 功能 展开 的 深入 研究 证 实 ， 
MTs 作为 一 类 多 功能 和 蛋白 参与 众多 不 同 的 生物 过 
Fe, 已 知 的 有 : 清除 自由 基 、 抗 电离 辐射 (Dabrio et al, 
2002); 重金 属 解毒 (Liu & Klaassen, 1996); 参与 微 
量 元 素 的 代谢 (Coyle et al, 2009); 参与 机 体 应 激 反 
应 、 增 强 对 抗 不 良 状 态 的 适应 能 力 (Colangelo et al, 
2004); 影响 DNA 复制 、 转 录 及 和 蛋白质 的 合成 
(Ostrakhovitch et al, 2006); 抗 细胞 凋 亡 (Niu et al, 
2006) 等 。 同 时 ， 人 们 开始 认识 到 MTs 的 不 同 功能 及 
其 相对 重要 性 是 基于 不 同 物种 或 组 织 在 进化 过 程 











































































































JM rp AEST. thermophilaMTT2 (基因 ID: 
TTHERM 00433520)fll MTT4( 基 因 ID: TTHERM - 
00433530) 基 因 序 列 分 析 和 不 同 诱导 物 暴 露 下 表达 
变化 情况 进行 考察 的 基础 上 , 探讨 了 两 者 的 功能 异 
同和 进化 机 制 。 


1 材料 与 方法 


1.1 四 膜 虫 的 培养 与 胁迫 处 理 
嗜 热 四 膜 虫 SB210 株 由 美国 加 州 大 学 圣 巴 巴 
拉 分校 Eduardo Orias 教授 惠 赠 。 四 膜 虫 培养 基 配 制 

























































































中 所 产生 的 特殊 生理 需要 和 物种 对 不 断 变 化 环境 
的 适应 结果 。 因 此 ,MTs 的 产生 、 基 因 重 复 与 普遍 
存在 的 体内 表达 等 现象 背后 的 进化 原因 逐渐 成 为 
研究 的 热点 。 
目前 ,在 单 细胞 原生 动物 中 有 关 金 属 硫 和 蛋白 的 
究 仅 见于 纤毛 虫 类 的 数 种 四 膜 虫 (Tetrahymena)。 
Piccinni et al (1994) 报 道 , 在 T. pryformis 和 T. 
pigmentosa 中 分 离 得 到 了 首 个 纤毛 虫 锅 金属 硫 重 
(Cd-MT), 随后 , 在 T. pigmentosa 中 分 离 鉴定 到 了 
首 个 四 膜 虫 铜 结合 金属 硫 蛋 白 基 因 型 
(Cu-MT)(Santovito et al, 2001)。 通 过 不 同 金属 的 诱 
导 实 验证 明 , Cd-MT 和 Cu-MT 具有 显著 不 同 的 转录 
响应 模式 。 近 年 来 , 在 pigmentosa, T. thermophila 
和 T. rostrata 中 也 陆续 发 现 了 不 同 的 MTs 异 构 型 
(Amaro et al, 2008; Boldrin et al, 2003; Fu & Miao, 
2006; Guo et al, 2008; Santovito et al, 2001; Shang et 
al, 2002)。 根 据 四 膜 虫 MTs WARK AKA. mE 
酸 序 列 中 半 胱 氨 酸 保守 簇 、 赖 氨 酸 与 半 胱 氮 酸 保守 
和 点 的 相对 位 置 以 及 各 异 构 型 对 Cd 或 Cu 的 不 同族 
导 表 达 响 应 模式 等 四 个 方面 的 特征 ,四 膜 虫 MTS 被 
进一步 划分 为 7a 和 7b 两 个 亚 家 族 , 7a 为 Cd-MT , 7b 
为 Cu-MT (Diaz et al, 2007)。 基 于 不 同 的 MTs 异 构 
型 在 基因 内 串联 重复 上 的 差异 性 ,推测 基因 复制 
(gene duplication) 是 四 膜 虫 金属 硫 和 蛋白 基因 在 进化 
过 程 中 的 一 个 典型 特征 。Boldrin et al (2003) 提 出 现 
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方法 如 下 : 2% Tryptone (Oxide) All 0.1% yeast extract 
(Oxide) 溶 于 双 蒸 水 , A 103 kPa. 120. CK Bj 20 min 
后 冷却 至 室温 。30 CC 无 菌 培 养 细胞 至 平台 早期 后 ， 
分 别 用 于 Cu 浓度 梯度 处 理 实验 和 不 同 诱导 物 暴 露 
实验 。Cnu 浓度 梯度 处 理 实验 按 终 浓度 356. 500, 
630. 783. 922 和 1067 pmol/L 梯度 依次 加 入 
CuCl-2HO。 不 同 诱导 物 暴露 实验 中 ,我 们 选择 的 
诱导 物 为 HgCb. CuCl;:2H;0. ZnCl), CdCl;2.5H;0 
和 H20» (国药 集团 )， 并 参照 相关 文献 报道 (Nilsson， 
1989) 和 预 实验 结果 ， 使 用 了 不 影响 细胞 生长 率 的 
最 高 处 理 浓度 ,依次 为 10、630、306、45 和 200 
Hmol/L。 对 照 组 培养 基 中 加 入 相应 体积 的 无 菌 水 ， 
处 理 时 间 均 为 2h。 
1.2 mRNA 提取 与 cDNA 合成 

吸取 1 mL 步骤 1.1 中 处 理 过 的 四 膜 虫 , 8000 
r/min 离心 10 min (Beckman Instruments Inc., Fullerton, 
US.A) HE, 参照 试剂 盒 TRIzol Reagent (Invitrogen) 
操作 说 明 提 取 总 RNA, Da is E n vk EE Pri 
RNA 质量 , £$ 4r 56 56 BE VT (Malcom) W 44 FE d 
ODoesooso 在 2.02—2.08 范围 内 。 总 RNA JH RQI 
RNase-free DNase (Promega) 消化 处 理 后 ， 用 
M-MLV 逆转 录 酶 RNase H’ (TOYOBO) 逆 转录 合成 
cDNA, 50 uL 反应 体系 中 包括 100 U 酶 , 5 pmol/L 
Oligo (dT)»o primers (Promega)， 反 应 步骤 依照 试剂 
说 明 书 。 
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13 ”实时 荧光 定量 PCR 检测 基因 表达 水 平 

PCR 反应 在 96 孔 Chromo4 型 实时 荧光 定量 
PCR 仪 (MJ Research) E-XEfT. MTT2 和 MTT4 共用 
的 正 向 引物 为 : F-5-TCTGCAAATGTGGAACTAC 
TGCTGCTTG-3'. MTT2 All MTT2 反 向 引物 均 设计 在 
基因 3' 端 劳 侧 区 ， 具 有 很 好 的 特异 性 ,序列 分 别 为 : 
R-5-ACATATCTTCTCAATAAAATACATTCAATAAT- 
3' 和 R-5'-TATATTCAATACATACTITAGATTTGG 
7TT44G4-3'。PCR 产物 经 测序 验证 了 产物 的 正确 性 。 
内 参 为 看 家 基因 f-actin, 正 向 引物 为 : 5-TCCACGA 
ACTTACCTTCAACTC-3', 反问 引物 为 : 5'-GGAAC 
CACCAATCCAGACAG-3', GenBank no. M13939 
(Cupples & Pearlman, 1986). KIRICH Æ PCR 反 
应 体系 如 下 : 2.5 uL 10xbuffer, 0.5 uL 10 mmol/L 
dNTP, 0.4 umol/L 引物 , 1.2 uL EvaGreen (Biotium), 
1 U Hot start Taq MECR AIN AY), dee WOU 7 RO ov 
25 uL PCR 反应 体系 。 反 应 条 件 如 下 : 94 °C 预 变性 
5 min， 中 间 40 个 循环 94 °C 20 s, 54 °C 30 s, 72 °C 
30 s, 81°C B-actin 读 板 1 s, 84.4 °C MTT2 和 MTT4 
读 板 1 s, 接着 72 °C 延伸 10 min, 最 后 制作 溶解 曲 
线 70~90°C,， 以 0.3°C/s 速 率 读 取 数据 ,每 个 cDNA 
样品 设置 3 个 平行 样 。 反应 数据 通过 软件 Opticon 2 
(MJ Research) 读 取 。M7TT2 和 MTT4 的 相对 表达 水 
平 由 分 析 工 具 Relative Expression Software Tool 计 
算 (Pfaffl et al, 2002), 统计 方法 采用 软件 默认 的 
ANOVA, P<0.05 为 有 统计 学 意义 。 具体 分 析 方 法 参 
照 以 往 文献 (Feng et al, 2007)。 
14 MTT2 5 MTT4 序列 分 析 
通过 Tetrahymena Genome Database (TGD) 
(http://www.ciliate.org/) 的 GBrowse 查询 两 者 位 置信 
息 。 使 用 ClustalW HEX} MTT2 和 MTT4 编码 区 序列 。 
利用 Paml44 软件 包 (Yang, 2007) 中 的 yn00 程序 , 使 
] Nei-Gojobori 法 (Nei & Gojobori, 1986) 计 算 MTT2 
和 MTT4 的 非 同 义 替 换 率 和 同 义 替 换 率 比值 
(Ka/Ks). FJET, 我们 从 MTT2 和 MTT4 编码 区 上 游 
各 截取 长 度 1 kb 的 序列 ,利用 在 线 分 析 工 具 
TFSearch(http://www.cbrc.jp/research/db/TFSEARC 
H.htmD) 进 行 调 控 元 件 的 预测 分 析 ,， 并 且 根 据 文献 中 
关于 四 膜 虫 MT 基因 重要 表达 调控 元 件 MRE(metal- 
responsive element)(Boldrin et al, 2003)fll MTCMI 
(Metallothionein Conserved Motif 1)(Diaz et al, 2007) 
序列 的 保守 性 预测 了 MTT2 和 MIT4 上 游 的 MRE 
和 MTCMI. 
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1.5” 共 表达 基因 分 析 

MTT2 和 MTT4 基因 表达 数据 来 自 四 膜 虫 基因 
表达 数据 库 Tetrahymena Genome Expression 
Database(TGED,  http://tged.ihb.ac.cn/(Xiong et al, 
2011), 通过 计算 所 有 基因 表达 谱 间 的 相关 系数 分 
别 得 到 四 膜 虫 M772 和 MTT4 基因 的 共 表 达 基 因 ( 相 
关系 数 >0.9) (Miao et al, 2009)。 之 后 用 Blast2GO 对 
共 表 达 基 因 进 行 Gene Ontology (Aury et al, 2006) 基 




















































































































因 功 能 注释 , 通过 分 析 和 比较 共 表 达 基 因 及 其 功能 
HERE, 推测 MTT2 和 MTT4 基因 功能 间 的 关系 。 
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2.1 不 同 浓度 Cu 暴露 下 MTT2 5 MTT4 表达 水 平 

的 变化 

在 356、500、630、783、922 和 1 067 umol/L 
6 个 浓度 Cu 暴露 下 ，MT772 与 MTT4 的 表达 量 随 着 
浓度 的 增高 有 着 明显 的 变化 。M772 在 356 umol/L 
Al 500 hmolL 浓度 处 理 下 表达 量 较 高 ,， 并且 在 
500 umol/L 下 达到 最 大 值 ， 为 对 照 组 的 237 倍 。 
随 着 浓度 的 进一步 增加 , MTT2 的 表达 量 呈 下 降 趋 
势 。MTT4 表达 量 的 变化 趋势 与 MTT2 相似 , 但 是 变 
化 幅度 远大 于 MTT2。MTT4 同样 在 500 umol/L 下 
达到 最 大 值 ,为 对 照 组 的 1983 fir. 考虑 到 相应 的 p 
值 较 大 ,以 及 基因 表达 量 太 高 导致 产生 的 痰 光 信 号 
值 可 能 已 超出 仪器 正确 读 取 的 范围 等 因素 , 该 具体 
上 调 倍数 可 能 不 准确 , 但 MTT4 在 Cu 诱导 下 上 调 倍 
数 明显 高 于 M7T7T2 是 可 以 确定 的 。 此 规律 在 各 个 浓 
度 下 均 有 体现 (图 1)。 
2.2 MT7T2 与 MTT4 不 同 诱导 物 处 理 下 表达 水 平 的 

差异 

Cu 处 理 组 中 MTT2 和 MTT4 表达 量 分 别 上 调 
219 倍 和 425 倍 ， 是 其 他 诱导 物 处 理 组 的 数 倍 。 另 
外 Hg 暴露 下 ,两 者 的 表达 量 也 有 较 大 幅度 上 调 ， 
MTT4 的 表达 量 上 调 101 fi, 高 于 MTT2 的 17 倍 。 
与 前 两 个 处 理 条 件 相 比 ,， Zn 和 Cd 处 理 组 中 两 者 的 
表达 变化 幅度 很 小 , 仅 在 1~3 信之 间 。H20, 处 理 组 
则 均 呈 现下 调 的 趋势 (图 2)。 
2.3 MTT2 和 MTT4 基因 的 序列 分 析 

通过 TGD 的 GBrowse 查询 可 知 MTT4 位 于 
MTT2 上 游 1 391 bp Xb, 两 者 中 间 没 有 其 他 基因 。 
MTT2 和 MTT4 基因 编码 区 长 度 均 为 327 bp, 其 中 只 
有 8 个 碱 基 的 差异 ， 导 臻 了 2 个 氨基 酸 的 不 同 (图 3)。 
Nei-Gojobori 法 计算 得 到 两 者 Ka/Ks 值 为 0.0816。 
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110, 其 中 65 个 基因 是 重 登 的 。 有 GO 功能 注释 的 
基因 数 在 MTT2 中 是 20, 在 MTT4 中 是 25, 其 中 16 
个 基因 为 两 者 共有 ( 表 1D)。 进 一 步 对 比 这些 具 有 GO 
功能 注释 的 基因 在 生物 学 过 程 (biological process) 方 
面 的 功能 描述 , 发 现 M772 共 表 达 基 因 的 115 条 功 
能 描述 包括 了 MTT4 共 表 达 基 因 的 全 部 107 条 功能 
述 。 两 者 的 功能 分 类 情况 差别 不 大 (图 4), 仅 发 现 
一 条 MTN 特有 的 与 信号 处 理 相关 (signal process) 
的 功能 描述 。 
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Fold change of relative expression 
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CuCl, TJ (umol / L) : Š 
A of CuCl, 3 讨 论 
图 1 不 同 浓度 Cu 暴露 下 MTT2 和 MTTY 的 表达 水 平 变化 MTs 在 细胞 内 行使 多 种 功能 ,其 多 种 异 构 型 在 
































Fig.l Gene expression levels of MTT2 and MTT4 in 多 细胞 生物 中 广泛 存在 , 在 哺乳 动物 中 多 态 性 最 高 
Tetrahymena induced by Cu of serial concentrations n i FE 
HARA 2 种 或 以 上 数量 的 异 构 型 。 
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每 个 浓度 设 有 3 个 平行 样 (Each concentration was 所 有 被 检测 物 和 
triplicated), ** P<0.01, * P<0.05. 不 同 异 构 型 在 功能 上 有 着 分 工 , 但 部 分 功能 有 可 能 
= 450 + REE. EXER ITI IY BE E, 不 同 异 构 型 存 
E 2 在 明显 的 差异 (Binz & Kagi, 1999)。 另 外 ,一 些 异 构 
EET 型 在 某 些 组 织 中 特异 表达 并 执行 特定 的 功能 
5 È 20 (Kramer et al, 1996; Miles et al, 2000; Syring et al, 
Te 2000)。 这 些 现象 揭示 了 金属 硫 蛋 白 所 涉及 生物 学 功 
E 能 的 广泛 程度 与 其 多 样 的 异 构 型 种 类 存在 关联 。 这 
x 8 些 异 构 型 功能 上 的 分 化 程度 ， 其 产生 和 进化 的 机 制 
E " 和 生物 学 意义 都 是 值得 关注 的 。 同 样 ,在 单 细胞 生 
cM oco 一， 物 中 也 有 大 量 金属 硫 蛋 白 异 构 型 存在 。 哮 热 四 膜 虫 
中 至 今 已 有 5 个 MT 基因 被 鉴定 , 异 构 型 种 类 明显 
Different inducer 比 其 他 单 细 胞 真 核 生物 丰富 。 因 此 , 嗜 热 四 膜 虫 是 
图 2 MTT2 和 MTT4 在 Hg、Cu、Zn、Cd 和 H20, 分 别 研究 MT 不 同 异 构 型 功能 分 化 和 进化 关系 的 理想 

诱导 下 的 表达 变化 对 象 。 








Fig.2 Gene expression levels of MTT2 and TEE induced MTT2 和 MTTA 对 Cu 的 响应 要 远 远 高 于 Cd 以 
by Hg, Cu, Zn, Cd, and H5O,, respectively i 


每 种 诱导 物 设 有 3 个 平行 样 (Three replicates were performed 及 其 他 3 种 诱导 物 ; 在 Hg 诱导 下 也 有 一 定 程 度 的 
for each group). ** P<0.01, * P<0.05. Lid. RUE Zn 能 够 普遍 诱导 哺乳 动物 中 的 MT 基 

利用 TESEARCH 在 MTT? 和 MTT4 上 游 1 kb 四 的 高 表达 (Kagi, 1993), MTT2 和 3774 在 其 暴露 下 
区 分 别 预 测 到 了 TATA-bex APA 等 多 种 调 替 元 件 。 ” 表达 水 平 却 没有 明显 的 提升 。 而 在 HO 暴露 下 两 
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D S S — TK i 此 与 以 分 ji 
在 MIT? 上 游 预 测 到 一 个 AP-1 结合 位 点 , 而 MTT4 者 表达 量 稍 有 下 降 。 这 些 现象 与 以 往 报道 中 7a NE 


TDN ARIRE SUA T A AE a E Ta TERR BUS 
性 的 预测 结果 显示 , MTT2 上 游 可 能 存在 5 个 金属 应 。 FECA a FRS ASR TF Cu(Boldrin et al, 2003; 
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答 元 件 (metal response element, MRE), 而 MTT4 上 Diaz et al, 2007; Fu & Miao, 2006; Piccinni et al, 
游 可 能 存在 3 个 MRE 和 1 个 与 AP-1 AY MTCMI ”1999), 在 Zn 诱导 下 也 能 够 有 较 高 程度 的 上 调 (Diaz 
位 点 (图 3)。 et al, 2007; Fu & Miao, 2006)， 同 时 MTT1 被 报道 在 
2.4” 共 表达 基因 分 析 H02 暴露 下 表达 水 平 大 幅 提高 (Dondero et al, 2004), 

MTT2 和 MTTA 共 表 达 基 因 的 数量 分 别 为 80 和 W 7b 亚 家 族 中 的 MTT2 和 TpigMT-2 则 对 Cu 响应 
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721 

841 

961 
1081 
1201 
1321 
1441 
1561 
1681 
1801 
1921 
2041 
2161 
2281 
2401 


2521 
2641 


2761 


2881 
3001 


3121 


r-MRE 





-HDTQOTQOTKVTYVGCcS CNPCKCOPLCKCG 
AACTACTGCTGCTTGCAATTGCCAACCTTGCGAAAACTGTGATCCCTGCTSTTGCAATCCTIGCARATGTGGTGTTACTGARAGCTGTGGCTGCAATCCTTGC RAGTGTGCTGARTGCAL 
.T T à à CNCOQOPCENCOD PCS CNP CK C HN C G6 C N P C K C & E CI 
ATGTGGATCTCACACTGAAAAGACTTCTGCTTGCALATGCARTCCTTGTGCTTGTAATCCTTGCAAATGCGGTTCTACTICTAACTGTARATGCAALTCCTTGC RAATGTGCTGARTGCAR 
C G 8 H T EK T 8 AC KCN PCACNPCKCOGSTSHNCKCHNPCEKCAECK 
ATGCTGATTAATCAATATTGAATTTAAACAATAAATAAATAATTAAATCTATTTATTATATAATAACTTAAAAATAATATCTTAACCAAATCTAAAGTATGTATTGAATATATTTTATTT 
6 
ÀGRATACATAATATAAATCTATATTTTAATTGTATCCTTATTTTTTTGACTTTTTAACATCTCARCTTATTCATTATATATTTTGCTTGCATTTGCTATTTCTAATCAACAACATAACAT 
AARTTTATTACATCTTGTTATTTTCATACATTCATTTTTGTTTTTTGATAGCARTAAAATATGTTTTTGTAATTTATCTAAAAAATGAACAAAATAAATAAATTATTTTTGTATATTITÀ 
CACTATAGACGAGC AGCGAAGTAACTARATACCATC AAATAATATTTTTALALTGATTTAATTTTARTATGATATATTTATCATCAGTTTAATAACATTATTTARTCATTTCTAATCATT 
ALATATTGTTCAAAACAACTAACTAATTTACATGATTTT TC TT CT CG di 





MRE 
ATGTGATATATTTAACATTTTATGTGATTCGTTCATTTATTAG[TGAATTCTRCTTATTATACTTTTGTTTGATTAAATTGAAAACTCTTGAACTTTAAGAAGAAATTCAGATGATATTTC 


TÀ AC AAMAMAACALACAAMACAACTA BATGGACACTCAAACTCAAACTAAGGTCACTGTTGGATGCTCT 
HDTOTOTKVTY¥GC $ 
TGCAÀCCCTTGCAAATGCCAACCTCTCTGCAAATGTGGAACTACTGCTGCTTGCAATTGCCAACCTTGCGAAAACTGCGATCCCTGCTCTTGTARTCCCTGCAAATGTGGTGCTACTGAA 
CN PC KCQPLCKCGTTAACNCQPCENCDPCS CN PC KC Gal T E 
AÀGCTGTGGCTGCAATCCTTGCAAGTGTGCTGAATGCAAATGTGGATCTCACACTGAAAAGACTTCTGCTTGCAAATGCAATCCTTGTGCTTGTARTCCTTGCAATTGCGGTTCTACTTCÓ 
$cGcNPCKCAECKCGS HTEK TS à C KCN PC àcNPcC COSTS 
AACTGTARATGTAATCCTTGCAAATGTGCTGAATGC ARATGCTGATTAATCAATCTTGAATTTAAGCAATAAATAAATAAAATTATCTGTTATAAATTAACCTAAABATAATATTTTAAC 
NcKCNPCKCAECKC 
CAAATTTAAATTATTGAATGTATTTTATTGAGAAGATATGTTAAGTCTACTTATTAATTGTATCTTTCTTTCTTAAATTITAARTATCTT 
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图 3 MTT2 和 MTT4 序列 及 预测 调控 元 件 
Fig.3 Sequences of MTT2 and MTT4 with the predicted regulatory elements 






































32 4 


MTT4 位 于 MTT2 E38 1391 bp。 虚 线 标记 编码 区 上 游 序 列 ,， 横 线 标记 编码 区 。 调 控 元 件 序列 用 长 方 框 标记 ,并 且 在 上 方 标 





记名 称 。 编 码 
























































区 碱 基 和 编码 氨基 酸 的 差异 分 别 用 “.” 和 “o” 标 识 。 反 向 元 件 用 “rt-” 注 明 。 

















MTT4 located 1 391 bp upstream of MTT2. The dotted line marked the upstream sequences selected for regulatory element analysis; 
the thick solid line marked the coding regions; the predicted elements were marked with squares, and reverse elements were indicated 
with a “r-”. The different nucleotides in the coding regions between MTT2 and MTT4 were marked with “-”, and the different amine 
acids were outlined. 


Nee 





远 高 于 Cd(Boldrin et al, 2003). MTT2 和 MTT4 X}; 控 元 件 (Stuart et al, 1985; Thiele, 1992)， 能 够 被 金属 
导 物 响应 情况 与 以 往 报 道 相 符 ， 呈 现 出 7b 亚 家 族 ”响应 转录 因子 MTF-1 接合 进而 激活 下 游 基因 转录 





的 特征 ， 同 时 与 7a 亚 家 族 存 在 明显 的 区 别 ， 验 证 了 






























































T, 


活性 (Haq et al, 2003). PURRE MT 基因 上 游 预 测 有 


四 膜 虫 中 MT 异 构 型 存在 明显 的 功能 分 化 。 值 得 注 ”多 个 MRE 撕 贝 存在 (Boldrin et al, 2008; Diaz et al, 















































意 的 是 ， 尽管 对 不 同 诱导 物 响应 的 程度 不 同 , 但 。 2007), 但 是 未 发 现 MTF-1 的 同 源 基 因 (Diaz et al, 
MTT2 和 MTT4 对 这 些 诱 导 物 的 响应 趋势 完全 一 致 ， “2007)。Boldrin et al (2003) 分 析 了 四 膜 虫 中 MRE 的 
说 明 它 们 可 能 在 胁迫 条 件 下 行使 相似 的 功能 。 保守 序列 和 位 置 特 点 ， 以 此 为 依据 , 我 们 在 MTT4 


考虑 到 两 者 对 诱导 物 的 响应 程度 不 同 可 色 
由 编码 区 上 游 调控 序列 的 差异 造成 的 ， 我们 截 
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MTT2 和 MTT4 编码 区 上 游 1 kb 长 度 的 序列 进行 
周 探 元 件 预测 ， 所 得 重要 元 件 被 标记 在 图 3 中 。 
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上 游 预测 到 3 个 MRE, 在 MTT2 上 游 预 测 到 5 个 。 
多 个 拷贝 的 MRE 之 间 存 在 共同 作用 ,并 且 拷 贝 数 
被 认为 与 转录 活性 相关 (Imbert et al，1990)。 因 此 ， 
[MT72 Al MTT4 上 游 多 个 拷贝 MRE 的 存在 可 能 是 两 
中 MRE 是 MT 基因 5$' 端 旁 侧 序列 中 普遍 存在 的 调 ”者 在 Cu 暴露 下 表达 倍数 能 够 显著 提高 的 重要 条 伯 
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表 1 MTT2 #1 MTT4 有 GO 注释 的 共 表达 基因 
Tab.1 GO annotated coexpressed genes of MTT2 and MTT4 


基因 ID (Gene ID) 


基因 名 称 (Gene description) 














MTT2 和 MTT4 共有 
(Common genes in 
MTT2 and MTT4 ) 





MTT2 特有 
(MTT2-specific genes) 


MTT4 特有 
(MTT4-specific genes) 


TTHERM 00118680 
TTHERM 00574250 
3695.m00869 

TTHERM 00558270 
TTHERM 00785900 
TTHERM 01338460 
TTHERM 00569250 
TTHERM 01250100 
TTHERM 00666530 
TTHERM 00237500 
TTHERM 00259330 
TTHERM 00522490 
TTHERM 00266540 
TTHERM 01084330 
TTHERM 01055610 
TTHERM 00571710 
TTHERM 00313310 
TTHERM 00717730 
TTHERM 00877070 
TTHERM 00526990 
TTHERM 00300070 
3695.m00869 

TTHERM 00361390 
TTHERM 00785900 
TTHERM 01338460 
TTHERM 01250100 
TTHERM 00522490 
TTHERM 00721640 
TTHERM 00415590 
TTHERM 00266540 
TTHERM 00821800 


TTHERM 00571710 


ABC transporter 

(ATP Hi fr ta els ERE) 
ABC transporter family protein 
(ATP Hi tr XS Be A) 
acid phosphatase lysosomal 
GERE UE RR TEE PRA) 
carbonic anhydrase 

(碳酸 醋 酶 ) 

cation channel family protein 
(阳离子 通道 家 族 蛋 白 ) 
cyclic nucleotide-binding domain containing protein 
(含有 环 核 音 酸 结合 结构 域 的 蛋白 质 ) 

DHHC zinc finger domain containing protein 

(含有 DHHC 锌 指 结构 域 的 蛋白 质 ) 
dihydropyrimidine dehydrogenase 

(二 氧 喀 啶 脱氧 酶 ) 

IBR domain containing protein 

(47 IBR 结构 域 的 蛋白 质 ) 

malate dehydrogenase 
(苹果 酸 脱 氨 酶 ) 
mhck ef2 kinase domain family protein 

(含有 mhck ef2 结构 域 的 蛋白 质 家 族 ) 
microtubule-associated protein 1 light chain 3 gamma 
( 微 管 相关 蛋白 1 的 轻 链 3 伽 玛 部 分 ) 
phosphatidylserine decarboxylase family protein 
(磷脂 脱羧 酶 家 族 蛋 白 ) 
SPRY domain containing prote 
( 含 SPRY 结构 域 的 蛋白 质 ) 
STIP1 homology and U-box containing protein 1 
C3 STIPI 同 源 并 含有 U 盒 的 蛋白 质 1) 

TPR domain containing protein 

(含有 TPR 结构 域 的 蛋白 质 ) 

Ras family protein 

(ras 家 族 蛋 白质 ) 

TPR domain containing protein 

(含有 TPR 结构 域 的 蛋白 质 ) 

TRAF-type zinc finger family protein 

(AA TRAF 类 型 的 锐 指 家 族 蛋 白质 ) 
transcriptional SIR2 family protein 

(转录 SIR2 的 家 族 蛋 白 ) 
voltage-gated potassium channel 
(电压 门 控 性 钾 离 子 通道 ) 

acid phosphatase lysosomal 

( 浴 酶 体 的 酸性 磷酸 酶 ) 

amidase family protein 
(酰胺 酶 家 族 和 蛋白 ) 
cation channel family protein 

(阳离子 通道 家 族 蛋 白 ) 

cyclic nucleotide-binding domain containing protein 
(含有 环 核 音 酸 结 合 结构 域 的 蛋白 质 ) 
dihydropyrimidine dehydrogenase 

(二 氧 喀 啶 脱氧 酶 ) 

microtubule-associated protein 1 light chain 3 gamma 
( 微 管 相关 蛋白 1 的 轻 链 3 伽 玛 部 分 ) 

mitochondrial carrier protein 

(线粒体 载体 蛋白 ) 
peptidase c13 family protein 
(IK c13 KIRE 
phosphatidylserine decarboxylase family protein 
(磷脂 脱羧 酶 家 族 蛋 白 ) 
protein kinase domain containing protein 
(含有 和 蛋白 激酶 结构 域 的 蛋白 质 ) 

TPR domain containing protein 


(含有 TPR 结构 域 的 蛋白 质 ) 
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s 定位 
Establishment 


9 信号 通路 
Signal pathway 


a 氧化 还 原 
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biological process | 
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a Nitrogen compound 


process 

2 异化 过 程 
Catabolic process 
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ES Biosynthetic process 
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a 初级 代谢 过 程 
Primary 
metabolic process 







a 细胞 代谢 过 程 


Cellular metabolic process 


氧化 还 原 。 REGIONE 
Oxidation reduction Nitrogen compound 
metabolic process 
a 异化 过 程 
Catabolic process 
9 生物 合成 过 程 


\, Biosynthetic process 


定位 













sEstablishment 


of location, 
bo 生物 过 程 调节 
Regulation of 
a biological process / 
小 分 子 代 谢 过 程 \ 
Small molecule \ 分 子 代 谢 过 程 
metabolic process | BM e 
| metabolic process 
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J 





初级 代谢 过 程 
9 Prima 
metabolic process 


a 细胞 代谢 过 程 
Cellular metabolic process 
4 MTT2 和 MTT4 共 表 达 基 因 的 功能 注释 分 类 情况 ， 
按照 生物 学 过 程 第 三 级 描述 绘制 
Fig.4 Function classification of M772 and MTT4 according 
to description of level 3 in biological process 
A All B 分 别 展示 MTT2 Al MTT4 共 表 达 基 因 的 功能 分 类 。 
A and B exhibited the GO functions of coexpressed genes of MTT2 and 
MTTA, respectively. 





图 



























































之 一 。 另 一 方面 MTCMI 是 在 四 膜 虫 MT 基因 7a 
亚 家 族 中 发 现 的 一 段 保 守 基 序 , 被 推测 参与 转录 因 
子 发 生 协 同 作 用 进而 产生 特异 性 响应 (Diaz et al, 
2007) 。 MTCMI 保守 序列 (TGANTCA) 在 T. 
thermophila Ñ T. pryformis 中 的 7a 亚 家 族 成 员 中 高 
度 保守 ， 因 与 AP-1 结合 存在 序列 上 的 重合 而 被 认 
为 与 AP-1 存在 联系 (Shaulian & Karin，2002)， 而 
AP-1 是 真 核 生 物 重要 的 转录 调控 因子 之 一 ,在 酵 
母 中 被 报道 与 重金 属 抗 性 密切 相关 (Wu et al, 
1993)。 我 们 在 MTT4 上 游 预测 到 了 3 个 AP-1 结合 
位 点 ,其 中 1 45 MTCMI 保守 序列 重合 。 而 在 
MTT2 上 游 仅 有 1 个 AP-1 接合 位 点 ,来 发现 
MTCMI1。 因 此 ， 上 游 AP-1 结合 位 点 的 数量 不 同 可 
能 是 引起 MTT2 和 MTT4 对 重金 属 响应 程度 差异 的 
主要 原因 。 

MTs 除了 在 异常 状态 下 对 机 体 起 保护 作用 ,也 
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参与 多 种 正常 生理 过 程 ， 


AA 
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如 微量 元 素 代谢 、 个 体 发 
[细胞 分 化 过 程 等 (Coyle et al, 2009). MTT2 和 

















MTT4 在 三 种 生理 状态 20 个 阶段 的 表达 模式 一 致 ， 
仅 表 达 量 有 些许 差异 ,并 且 在 普通 生理 时 期 (生长 、 
接合 ) 表 达 量 较 高 , 说 明 两 者 除了 在 胁迫 条 件 下 发 
生 作 用 外 , 也 在 四 膜 虫 正常 生理 活动 中 起 重要 作 


用 。 












































GO 功能 注释 显示 , MTT2 和 MTT4 共 表 达 基 因 














的 功能 繁多 但 分 类 相似 ,如 初级 代谢 、 氧 化 还 原 等 


(图 








3)。 因 此 , M772 和 MTT4 在 四 膜 虫 正常 生理 状 





态 下 也 可 能 行使 相似 的 功能 。 


在 核酸 水 平 上 , MTT2 Fl MTT4 的 编码 序列 的 长 














度 完 全 一 致 ,序列 一 致 性 为 97.6%， 仅 存在 8 个 碱 

















基 的 区 别 。 而 在 氨基 酸 水 平 上 , 这 8 个 碱 基 的 不 同 
仅 导 致 了 两 者 蛋 
MTT2 和 MTT4 的 序列 具有 























白 序列 中 





两 个 氨基 酸 位 点 的 差异 。 
高 度 的 同 源 性 ,， 并且 两 























个 基因 的 编码 核酸 序列 的 同 义 蔡 换 率 较 小 
(Ks=0.0958), 说 明 两 者 极 有 可 能 是 由 近期 的 基因 复 
制 (gene duplication) 所 产生 , 与 推测 的 四 膜 忠 中 
MTs 基因 的 分 化 模式 相符 (Boldrin et al, 2003)。 





















































生物 体 中 的 同 源 基因 可 能 来 源 于 全 基因 组 的 




















复制 事件 ， 比 如 同样 是 原生 动物 的 草 履 虫 (Aury et 
al，2006)， 或 是 高 等 动物 辐 鱼 鱼 (Zhou et al, 2006); 























同 源 基 因 也 有 可 能 来 自 于 部 分 基因 片断 的 复制 事 


件 ， 


但 少数 在 基 
来 需要 经 历 复杂 的 过 程 。 复 肖 


AA 


随后 生物 个 体 中 复制 所 产生 的 基因 可 能 会 丢失 ， 
因 组 中 得 以 保留 。 而 在 基因 组 中 保留 下 
后 的 基因 必须 先 在 整 
E 物 群体 中 得 以 固定 ， 而 随后 逐渐 累积 的 突变 将 
































— 





会 决定 其 命运 。 目 前 已 有 多 个 经 典 的 模型 来 解释 复 


制 基因 的 命运 ， 其 中 包 











or 


舌 新 功能 化 模型 、 亚 功能 化 














模型 、 假 基因 化 模型 和 基因 剂量 模型 (Innan & 
Kondrashov，2010)。 新 功能 化 模型 和 亚 功能 化 模型 


t. 
JT, 


dk 
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解释 了 复制 后 产生 的 两 个 基 


基因 
Hi 














因 在 个 体 功 能 上 的 差 
假 基因 化 模型 则 解释 了 复制 基因 的 去 功能 化 ; 
剂量 模型 则 用 解释 了 复制 后 产生 的 两 个 基因 
EE 相同 并 在 基因 组 中 得 以 保留 是 由 于 基因 所 需 
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剂量 决定 。 


























Zz 





因 剂 量 模型 通常 可 应 用 于 三 类 基因 ,包括 介 











导 机 体 与 环境 作用 的 基因 、 和 蛋白 互 作 基 因 和 对 基因 








剂量 有 高 要 求 的 基因 (如 核糖 体 蛋 白 )，M772 和 
MTT4 基因 属于 第 一 类 。 复 制 基因 由 于 基因 的 剂量 


















































在 基因 组 中 保留 后 会 受到 负 选 择 作 用 以 保证 其 功 


能 上 的 相似 。 对 MTT2 基因 和 MTT4 基因 


BH, 

















的 分 析 表 
其 非 同 义 替 换 率 和 同 义 替 换 率 的 比值 区 a/Ks) 
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为 0.0816, xiéxv/ T 1， 说 明 其 受到 了 强烈 的 负 选 
择 。 同 时 , 在 序列 上 , MTT2 基因 和 MTTA4 具有 很 高 
的 相似 性 ,其 所 具有 的 上 游 调 控 元 件 类 型 一 致 ， 仅 
存在 数量 上 的 差别 。 功 能 上 , 尽管 存在 响应 程度 的 
不 同 (可 能 由 上 游 调 控 元 件 的 数量 导致 ), MTT2 基因 
和 MTT4 基因 在 对 不 同 诱导 物 处 理 条 件 下 的 表达 趋 
势 非常 相似 ; 基因 芯片 的 结果 显示 MTT2 基因 和 
MTT4 基因 在 哮 热 四 膜 虫 三 个 重要 的 生理 和 发 育 时 
期 表达 变化 很 相似 , 仅 存在 表达 量 的 些许 差异 ; GO 
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